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ANTECEDENTES

México es un pais con una importante actividad agricola que requiere el uso
constante de plaguicidas para combatir los insectos, arafias, moluscos y otras
plagas de invertebrados e incrementar el rendimiento de las cosechas. Sin
embargo, hay pruebas que demuestran los efectos nocivos de plaguicidas sobre
organismos no blanco (vertebrados como peces, anfibios, aves y mamiferos),
incluyendo humanos, que se presentan en intoxicaciones agudas y cronicas con
manifestaciones a mediano o largo plazo, por ejemplo carcinogénesis y

mutagénesis, entre otros (Walter, 2000; Rivero et al. 2001).

Los plaguicidas segun su composiciéon quimica se clasifican en varios grupos,
Arsenicales, Carbamatos, Derivados de cumarina, Derivados de urea,
Dinitrocompuestos, Organoclorados, Organofosoforados, Organometalicos,
Piretroides, Tiocarbamatos, Triazinas (Bartual y Berenguer, 1998). Los primeros
en ser usados en agricultura fueron los 6rgano clorados (OC), que son mas
persistentes en medio y mas toxicos. Aun asi su uso es muy amplio en América
Latina y solo esta restringido en pocos paises. Tan s6lo en 2004 en nuestro pais
se vendieron 492 mil 147 kilogramos de un plaguicida OC endosulfan, cifra que lo
convierte en el plaguicida mas vendido (INEGI, 2004). Su aplicacién esta
autorizada en México desde la década de los setenta (Bejarano, 2008) y aun
recientemente se reporta su uso extenso e intenso del mismo (Wong et al. 2010).

A pesar de ello, hay pocos estudios sobre sus efectos en la salud.
El endosulfan

El endosulfan (nimero de registro CAS 115-29-7) es un insecticida 6rgano clorado
del grupo de los ciclodienos, desarrollado pocos afios después de la Segunda
Guerra Mundial para el control de insectos (figura 1). Este producto es una mezcla
de los isébmeros a- endosulfan (CAS 959-98-8) y B- endosulfan (CAS 33213-65-9)
con una relacion 7:3 respectivamente. El endosulfan elimina plagas de insectos de
las érdenes Lepidoptera, Coledptera, Heter6ptera, Homéptera y Thysandptera que



atacan cultivos de citricos, oleaginosos y verduras. También es aplicado en
plantas ornamentales y como conservador de madera contra termitas (Yunguan et
al. 2000). Ademas, tiene la propiedad de desplazarse a largas distancias del sitio

aplicado por su facil y rapida evaporacion.

Este insecticida se considera persistente en el medio ambiente ya que tiene una
vida media de 28 a 391 dias en suelo y de 18 a 21 dias en agua. Actualmente es
examinado en el Convenio de Rotterdam con la finalidad de aplicar normas mas
estrictas en su comercializacion internacional, asi como en el Convenio de
Estocolmo para su prohibicién internacional, debido a sus efectos adversos en la
salud (UNEP, 2009). Aunque no hay informacion de acceso publico que nos
permita saber la cantidad exacta de endosulfan que se aplica en México en dia de
hoy, es posible afirmar que las importaciones de este insecticida han ido en
aumento: de 119 toneladas (t) en el 2002 a 731 t en el 2006, provenientes
principalmente de Israel (43%); de India (40%) y de Alemania (17%), considerando
el volumen durante el periodo de enero del 2002 a junio del 2007, alcanzando un
total de 12,657 toneladas (Bejarano et al. 2008). Se autoriza su aplicacion en 41
tipo de cultivos que incluyen gramineas, vegetales, frutas citricas y leguminosas
(Fernandez e Yarto, 2004).
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Figura 1. Estructura quimica del endosulfan (tomado de Ledirac et al. 2005)

En insectos el principal blanco del endosulfan es el sistema nervioso central a
traves de la inhibicién del canal clorinado del acido gamma amino butirico (GABA),
lo que provoca hiperexitabilidad de neuronas motoras, espasmo de musculos del
tracto respiratorio y muerte por asficcia. En otros organismos el endosulfan tiene

varios mecanismos de accion toxica (Casida and Quistad, 2004).



Riesgos para la salud por endosulfan en organismos no blanco

El principal mecanismo de toxicidad del endosulfan en vertebrados se ejerce, igual
que en los insectos, en el sistema nervioso. Actla como antagonista del receptor
del GABA asociado al canal i6nico de cloro, lo que disminuye la captacion de
iones cloruro, ocasionando una repolarizacién parcial de la neurona y un estado
de excitacion incontrolable. Asimismo inhibe Na+/K+ y Ca++/Mg++ATPasas,
esenciales para la transportacion de iones a través de membrana celular, alteran
la actividad de la MAP kinasa dependiente de ROS, lo que disminuye el
crecimiento y afecta la diferenciacion celular (Ligong et al. 2006; Antherieu et al.
2007).

Los plaguicidas 6rgano clorados también son disruptores endocrinolégicos que
actian como xenoestrogenos mediante union con los receptores alfa y beta de

estrogenos (Wang et al. 2008).

Las personas intoxicadas presentan cefalea, nauseas, mareo, convulsiones y
signos prodrémicos de cardiopatia. En humanos, la exposicion al endosulfan
ocurre principalmente por ingestion de alimentos contaminados, inhalacion y
absorcién a través de la piel frecuentemente durante su aplicacion, tanto en casa
como en areas de cultivo (Ware et al. 2004; UNEP, 2009). Los efectos adversos
de endosulfan en la salud son de indole cardiotéxico, endocrinoldgico, neurotoxico

e inmunotoxico (Kalender et al. 2004; Schoeters et al. 2008; Sufiol et al. 2008).

Endosulfan y respuesta inmune

El sistema inmune es el compendio de células especializadas, tejidos y 6rganos
linfoides que le dan al organismo la habilidad de reconocer lo propio y defenderlo
de lo extrafio. La interaccion de los xenobioticos, incluyendo a los plaguicidas OC
como lo es endosulfan, con el sistema inmune puede alterarlo de dos maneras
opuestas: provocar inmunosupresion conduciendo al organismo expuesto a

infecciones recurrentes y cancer; o inducir autoinmunidad e hipersensibilidad



como lo mencionan los estudios de Walter (2000) dependiendo de dosis y tiempo
de exposicion a estas sustancias. Singh y Sharma (2007) administraron 1mg/kg
de endosulfan en alimentos de ratas Wistar durante 15 dias reportando una baja
del peso y aumento en la apoptosis de los 6rganos linfoides. Asimismo, Abadin et
al. (2007) observaron también atrofia de o6rganos linfoides y disminucion de
concentracion de esplenocitos en ratas expuestas durante 24 semanas a 1.2

mg/kg de endosulfan.

A su vez, Ayub y Thale (2003) reportaron una reduccion significativa de TNF-a en
macrofagos peritoneales de murino expuestos in vitro a concentraciones de 10 y
20 mg/mL de endosulfan por 24 horas, sin observar algun efecto significativo en la
sintesis de Oxido nitrico ni en la lipoperoxidacion lipidica. Sin embargo, en un
estudio in vitro Han et al. (2007) observaron en macré6fagos peritoneales de murino
expuestos a concentraciones bajas de endosulfan (1,5-10uM) un incremento
significativo en la produccién de interleucinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y
TNF-alfa.

La exposicion in vivo de tilapia a concentraciones bajas (7ug/L) de endosulfan
mostro alteraciones de la inmunidad innata (incremento de produccion de especies
oxidorreactivas por macrofagos esplénicos) y especifica ( alteraciones en sintesis
de IL-2 e IgM especifica contra Aeromonas hydrofila) en tilapia
Oreochromisniloticus, ademas el endosulfan in vitro disminuyo la proliferacion de
esplenocitos de tilapia bajo estimulo mitogénico y demostr6 el efecto
antiapoptotico e incrementd la senescencia en células inmunocompetentes
(Téllez-Bafiuelos et al. 2009; Téllez-Bariuelos et al. 2010; Téllez-Bafiuelos et al.
2011).

Se ha observado una relacion causal entre la exposicion a pesticidas 6rgano
clorados y el aumento en la incidencia del cancer: un estudio piloto en Egipto en
pacientes con cancer colorrectal mostrd6 una relacion entre el riesgo de la

enfermedad y los niveles de 6rgano clorados en su suero (Soliman et al. 1997).



Asi mismo, un estudio hecho a los agricultores en Estados Unidos se asocio a los
pesticidas 6rgano clorados con una mayor incidencia de linfoma no Hodgkin (Roos
et al. 2003). En pacientes con céancer de colon en Barcelona, Espafia observaron
una relacibn moderada entre la incidencia de este padecimiento y presencia del
dichloro-diphenyl-dichloro-ethylen (un metabolito de DDT) en suero de estos
pacientes, también hubo un aumento significativo en el riesgo de tumores

relacionado con mutaciones del gen p53 (Howsam et al. 2004).

El endosulfan, siendo un plaguicida 6rgano clorado, puede tener un efecto
cancerigeno a través del cambio en los parametros electronicos en las
membranas celulares y nucleares, debido a su afinidad por electrones, su
molécula  dipolar y su afinidad electrostatica, alterando con facilidad la
permeabilidad de la membrana celular; por lo que el uso de este insecticida
representa un riesgo para la salud de la poblacion, especialmente para los

trabajadores rurales expuestos con frecuencia (Bedor et al. 2010).

Aunque no se tienen datos que relacionen de manera directa el endosulfan como
carcinbgeno en humanos u otros organismos, existe evidencia de que tiene el
efecto antiapoptético y puede inducir a la proliferacion celular, aumentando el

riesgo de cancer (Ledirac et al. 2005).

Describimos a continuacion el cancer de colon, debido a que hemos estudiado el

efecto de endosulfan en un modelo de este tipo de cancer.

Cancer de colon

Una neoplasia (o tumor) es una enfermedad que se caracteriza por un crecimiento
excesivo y no controlado y la propagacion de células estructural y biolégicamente
anormalmente diferenciadas que pueden proceder de cualquier tejido del cuerpo
(Tanaka, 2009).



El cancer colorrectal (CCR) es una neoplasia que se inicia en la mucosa del recto
o del colon y que se presenta histologicamente como un adenocarcinoma.
Estos evolucionan desde pélipos que pueden estar presentes 10 afios antes de
desarrollarse la malignizacién de la enfermedad. La mayoria de los pacientes
presentan sintomas claros durante semanas o meses antes de la hospitalizacion,
pero generalmente se diagnostica el CCR en fases avanzadas de la enfermedad.
Los sintomas mas comunes son: sangrado rectal, cambios persistentes en los
habitos intestinales y anemia. En tumores avanzados se produce pérdida de
peso, nauseas, anorexia y dolor abdominal. Los sintomas precoces pueden ser
poco severos Yy, frecuentemente, no bien definidos. En algunos pacientes los
sintomas aparecen Unicamente cuando el cancer se encuentra en una fase

avanzada (Ocafa y Gasso0, 2011)

Segun el INEGI (2013), el CCR es el séptimo carcinoma mas frecuente en egresos
hospitalarios en México en el 2013, donde Jalisco ocupa el séptimo lugar a nivel
nacional en incidencias de esta enfermedad. El CCR es un importante problema
de salud publica ya que representa una mortalidad anual mundial de 694 mil
(OMS, 2010). La etiologia de este tipo de cancer es multifactorial que involucra
factores genéticos y ambientales.

La carcinogénesis es un proceso de multiples etapas en el desarrollo de
neoplasias malignas en el que se han identificado los siguientes tres estadios:

a) Iniciacién: Un cambio permanente y heredable que altera el DNA,
molécula en la cual los mugatenos inducen mutaciones y con ello se altera la

regulacion de la expresion de algunos genes importantes para la célula.

b) Promocion: Un proceso reversible en el cual se acumulan otras

alteraciones genéticas.

c) Progresion: Cuando las células genéticamente alteradas perpetdan su

crecimiento y proliferacion, invaden los tejidos adyacentes y debido a metastasis
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migran hacia otras partes del organismo, lo que finalmente se traduce en el

desarrollo del cancer invasivo (Granados y Herrera, 2010).

Para comprender mejor el desarrollo de CCR se ha estudiado este fenbmeno en
modelos animales de laboratorio, mas utilizado es la induccion de CCR con el

carcindgeno 1,2- dimetilhidrazina.

Carcindégeno 1,2- dimetilhidrazina (DMH)

El DMH es uno de los quimicos mas efectivos en la induccién del cancer de colon
ya que presenta una eficiencia del 80 a 100 por ciento dependiendo del modelo
experimental. Este compuesto es un procarcin0geno que requiere de activacion
metabolica para formar el carcin6geno activo. Dicha activacién incluye
primeramente la oxidacion a azometano (AM), seguido por una oxidacién que
convierte el azometano a azoximetano (AOM), el cual es N-hidroxilado a

metilazoximetanol (MAM).

El MAM es descompuesto en formaldehido, agua y nitrdgeno Durante esta
descomposicion se forma un agente alquilante, el metildiazonio (MD), el cual
genera un i6n carbénico capaz de metilar al DNA, RNA y proteinas (Nagasawa et
al. 1972). Estudios radiogréaficos utilizando DMH muestran que este agente es
captado por el higado aproximadamente una hora después de su inyeccién
subcutanea, en las células epiteliales del colon tres horas después de la misma

(Newberne y Rogers,1973).
Describimos un poco la histologia del colon con finalidad de abordar

posteriormente cambios en el mismo después de exposicidon a cancerigenos y a

endosulfan.
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Histologia del colon

El colon carece de vellosidades, pero contiene criptas de Lieberkihn en
abundancia cuya composicion es similar a las del intestino delgado, excepto por la

ausencia de células de Paneth.

La cifra de células caliciformes se incrementa del ciego al colon sigmoide, pero las
células de absorciéon de la superficie son el tipo celular mas numeroso. La
actividad mitética rapida de las células de regeneracion reemplaza el revestimiento
epitelial de las criptas y la superficie mucosa cada seis a siete dias. La muscular
externa es poco comun porque la capa longitudinal externa no se continda en toda

su superficie (Gartner y Hiatt, 2002).

Histopatologia del cancer de colon

El tumor maligno mas frecuente en el intestino grueso es el adenocarcinoma. Se
dividen segun el grado de diferenciacion fundamentalmente con base a la
arquitectura, la configuracion tubular y el grado de polaridad nuclear en
adenocarcinomas bien diferenciados, moderadamente diferenciados y poco

diferenciados.

Los adenocarcinomas bien diferenciados presentan tubulos simples o
complejos con aspecto pseudocriptiforme, las células suelen mantener cierta
polaridad con los ndcleos basales y son de tamafio uniforme. Los
adenocarcinomas moderadamente diferenciados muestran tubulos simples,
complejos o ligeramente irregulares, cuya polaridad nuclear se pierde o es
dificiimente identificable. Los adenocarcinomas poco diferenciados se
caracterizan por la presencia de glandulas irregulares o ausencia de su formacion,
con pérdida de polaridad nuclear. Con base en estos criterios, el 15-20 por ciento
de los adenocarcinomas son bien diferenciados, el 60-70 por ciento
moderadamente diferenciado y el 15-20 por ciento poco diferenciado (Pifiols,
1999).
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Focos de Criptas aberrantes

Los Focos de Criptas Aberrantes (FCA) son considerados lesiones preneoplasicas
en ratones y en seres humanos, fueron identificados y definidos por su apariencia
microscoépica en la mucosa colénica. Las criptas son aberrantes por presentan las

siguientes caracteristicas:

1. Son méas alargadas de lo normal.

2. Tienen espacio pericriptico aumentado, lo que hace que se vean mas
separadas de las criptas normales.

3. Tienen una capa mas gruesa de células epiteliales, que a menudo se tifien
MAs oscuras.

4. Generalmente tienen un lumen oval mas que circular.
Frecuentemente se aprecian elevadas sobre la mucosa, pero también

pueden ser deprimidas.

Se consideran criptas como FCA, si por lo menos reunen cuatro de los cinco

criterios (Leon y Saenz, 2007).
FCA sin displasia

Los FCA con mucosa normal no presenta alteraciones en el epitelio que reviste a
las criptas, el Unico dato morfolégico es el aumento de las criptas (1.5 veces mas
grandes de lo normal), pero no existe aumento en el nimero. Los FCA tienen un
aspecto histologico similar a los pélipos hiperplasicos, con elongacion de las
criptas, bifurcaciones apicales, apertura luminal de aspecto aserrado y son

discretamente mas elevados que la mucosa adyacente (Cheng y Lai, 2003).
FCA con displasia

Tanto las criptas como las células que las constituyen muestran alteraciones. Las
criptas se observan alargadas y aumentadas en tamario, el epitelio que las reviste
presenta estratificacion con pérdida de la polaridad, agrandamiento nuclear e
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hipercromasia, asi como disminucion en la mucoproduccion en la figura 3, C, D.

en comparacion con las criptas hiperplasicas (figura 3, Ay B).

Histol6gicamente, los FCA mixtos muestran la combinacion en diferentes
proporciones de un componente adenomatoso con displasiay otro de tipo

hiperplasico sin displasia (Cheng y Lai, 2003).

Sistemainmune y cancer de colon

El sistema inmune es el encargado de la proteccién del organismo por medio de la
identificacion y eliminacion de agentes patdgenos, asi como moléculas o células
que las reconozcan como un peligro para el organismo. La respuesta inmune
comprende varias proteinas, células, tejidos y 6rganos que interactlan en una
red elaborada y dinamica. Esta respuesta incluye la capacidad de adaptarse para
asi reconocer patdégenos concretos en forma mas eficiente. El proceso de
adaptacion crea memorias inmunolégicas y permite brindar una proteccion mas

efectiva durante futuros encuentros con estos patdogenos (Abbas, 2008).

La vigilancia inmunitaria es un término dado para las funciones fisiolégicas del
sistema inmunitario para reconocer y destruir clones de células transformadas
antes de que se conviertan en tumores. El desarrollo tumoral se interpreta desde
el punto de vista inmunolégico como un mecanismo de escape de la inmuno-
vigilancia, donde juega un papel importante la tolerancia anormal de células
neoplasicas orquestada principalmente por las células T reguladoras como se

aprecia en figura 2 (Litman et al. 2005).

Por otra parte, el tejido neoplasico parece estar dotado de escaso poder
inmunogénico por presentar muchos fragmentos antigénicos derivados de la
propia célula. No obstante se detecta en los tumores una proporcion variable de
infiltracion linfocitaria y el CCR es un ejemplo de tumor con notable infiltracion por
linfocitos. Algunos autores asocian la infiltracién de linfocitos en tumor con un
prondstico benigno, sin embargo, otros los relacionan con la diseminaciéon y

metastasis.
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La participacion de determinadas citocinas (también denominadas citoquinas) en
la defensa inmunoldgica frente a la aparicion de tumores y su extension, es objeto
de multiples estudios encaminados a conocer el mecanismo basico de la
respuesta inmune para desarrollar un tratamiento inmunolégico eficaz (Caro-
Paton, 2005).

El papel primordial en la respuesta inmune antitumoral se atribuye principalmente
a las células T citotoxicas y las células Natural Killer (NK) (figura 3). La activacion
de esta estirpe linfocitaria esta determinada fundamentalmente por distintas
citocinas, entre las que juegan un papel especialmente importante las Interleucina-
2 (IL-2) e Interleucina-12 (IL-12).

TUMOR MICROENVIRONMENT INMUNOTOLERANCE ANTITUMORAL INMUNE RESPONSE

ANGIOGENESIS

Fas.L Effector T cell

Granzyme A
Granzyme B

v
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9 LIE]
©
g =i MHc

Dendritic cell

TISSUE B-cell
REMODELING AND +,%+F+ T reg Cell TGF-
ACCOMMODATION +.¥, [ MMP - L

* * Maintenance of peripheral tolerance f

* Prevention of autoimmunity E

TGF-f: Transforming Growth Factor-Beta CTLA-4: Cytatowic lymphocyte antigen-4
IDC: Indoleamine 2, 3-dioxygenase MHC-II: Major Histocompatibility Complex I
COX-2: Cyclooxygenase-2 LAG-3: Lymphocyte activation gene-3
MMP: Metalloproteases FAS-L: Fas Ligand

Figura 2. Funciones de las células T reguladoras en el cancer (tomado de la Cruz-
Merino et al. 2008)

La interleucina-10 (IL-10) se ve incrementada junto con otras interleucinas por las
células T-reguladoras, ésta Interleucina tiene un efecto represor de la actividad de
las respuestas inmune innata y adaptativa. Por otro lado, la interleucina-2 (IL-2)
induce una reaccidbn macrofagica con necrosis tumoral de carcinomas. La
interleucina-12 (IL-12) ejerce una proteccion frente a metastasis de CCR ya que
promueve la proliferacion y activacion antineoplasica de células NK y T citotdxicas
(Caro-Paton, 2005).

15



Angiaganic
IFNy chemakines
Colorectal cancer cells

~,  Migration from

b lyraph node

i
' TAA-spedfic
' antitumor immune Growth factors,
; response e.g. IL-6
]
Activation
COAT e
Inhibition e
on
(IL-6)

1PNy

Angiostatic
chemokines

a S

Induction
(TGFp)

Immature DC Mature DC Lymph node

Figura 3. Respuesta inmune celular contra el tumor (tomado de Waldner et al. 2006).

Interferébn gama (IFNy) es una citocina que juega un papel importante en la
activacion y reclutamiento de macrofagos asi como en la estimulacién de células

NK, que puedan eliminar células tumorales.

Describimos con mas detalle tres de los principales inteleucinas proinflamatorias.
Caracteristicas de las citocinas IL-6, IL-10 Y TNF-a

Las citocinas son proteinas secretadas por las células inmunocompetentes con
funciones de factores de crecimiento, diferenciacion y activacién celular que
regulan la naturaleza de la respuesta inmune. Estan involucradas en casi cada
faceta de la inmunidad y reacciones de inflamacién desde la sensibilizacién de
linfocitos T hasta el desarrollo de anticuerpos (Ac). Su accion fundamental es la
regulacion de la inflamacion, hay citocinas pro-inflamatoriasy otras anti-
inflamatorias (Méndez, 2008).

IL-6
En 1976 se describi6 por primera vez un factor biolégico que no induce la

formacién de colonias pero estimula la diferenciacion terminal de células

16



mieloides a macréfago-granulocitos, este factor se llamaé interleucina 6. Tiene una
longitud de 5 kb constituida por 5 exones, precursor proteico es de 212
aminodcidos y el fragmento biolégicamente activo es de 185 aminoacidos (figura
4); se encuentra en el cromosoma 7. Guarda una homologia de secuencia de
nucledtidos con G-CSF (factor de crecimiento de colonias de granulocitos) lo que
sugiere un parentesco evolutivo entre ambos. Ademas, se produce por una
multitud de células: linfocitos T, monocitos/macrofagos, células endoteliales,
linfocitos B, granulocitos, células de musculo liso, eosindfilos, condrocitos,
osteoblastos, células mastoides, células de la glia y astrocitos y queratinocitos
estimulados. La expresion de IL-6 se regula positivamente por la IL-1, asi como
por el TNF-a; de esta manera, IL-6 inhibe la produccion y secrecion de IL-1 'y TNF-
a, de tal forma que IL-6 es considerada como un mediador importante de las
reacciones de fase aguda. Su efecto mas importantes es la induccion de fiebre por
ser excelente pirébgeno y activar la sintesis de proteinas de fase aguda. También
estimula el crecimiento y diferenciacion de tanto linfocitos T como linfocitos B.
(Caceres, 1999)

interiaskin-&

Figura 4. Estructura de IL-6 (tomada de Ames, 2012)

TNF-alfa

El Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) es una citocina potente proinflamatoria
y clasica en respuesta contra el tumor. Proteina no glucosilada que esta formada
por 157 aminoacidos (figura 5) localizados en el gen de la region lll del MHC, del
cromosoma 6. Los macréfagos son las principales células que los producen,
también es sintetizado por linfocitos B y NK. Para que el TNF-alfa pueda funcionar
necesita como cualquier otra citocina unirse a su receptor especifico (TNFR) sobre
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la membrana de una célula. La principal accién sistémica del TNF es actuar sobre
el hipotalamo para inducir fiebre (pirbgeno endogeno). La fiebre en respuesta al
TNF (e IL-1, IL-6) se debe a un aumento en la sintesis de prostaglandinas por las
células hipotalamicas estimulada por la citocina, el TNF también actla sobre los
hepatocitos para aumentar la sintesis de ciertas proteinas séricas, como la
proteina C reactiva y el fibrindgeno. La sintesis prolongada de TNF provoca una
pérdida de células musculares y adiposas (Weinberg, 2006).

Figura 5. Estructura de TNF-alfa (tomada de Carson, 2011)

IL-10
Llamada antes factor inhibidor de la sintesis de citocinas proinflamatorias; proteina

con masa molecular de 18 KDa (figura 6), producida por células Th2 y células T
CD8, monocitos, queratinocitos y células B activadas. Inhibidor de macrofagos
y células dendriticas activadas, por lo tanto participa en el control de reacciones
inmunitarias innatas e inmunidad celular y expresion de moléculas del MHC clase
[I. La IL-10 es una citocina inmunosupresora por excelencia, inhibiendo la sintesis
de muchas otras citocinas, entre las que podemos citar IFN-gamma, TNF-alfa, IL-
2, IL-12, y la expresién de MHC-II y moléculas de adhesion en monocitos. Esta IL-
10 actia sobre los macrofagos activados para poner fin a las respuesta
inflamatoria y devolver el sistema a su estado de reposo cuando la infeccion de

microorganismos se ha erradicado (Girndt, 2003).
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Figura 6. Estructura de IL-10 (tomada de Zdanov et al. 1995)

Estudios han demostrado la relacion que existe entre las tres citocinas citadas
anteriormente en el desarrollo de cancer de colon. Los datos indican un papel
importante  paralL-10en la supresibn de reacciones inmunes e
inflamatorias. Hasta la fecha, la expresion de IL-10 en humanos se ha atribuido
principalmente a los linfocitos T, monocitos activados y células neoplasicas B, y se
encontré6 a menudo que se asocia con la expresion de IL-6. La expresion de IL-
6 y IL-10 se confirmé por analisis de ARN mediante la amplificaciéon de mensaje
por PCR y secuenciacion de ADNc amplificado. TNF-a esta fuertemente reforzada
por la liberacion de IL-6 por las células RCC, pero soélo marginalmente
afectados por IL-10 en la produccion de células en carcinoma de colon (Gastl et al.
1993).

Los interleucinas se determinan por diferentes métodos, el mas usado es ELISA,
siglas con las que se conoce al ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (del
inglés enzyme-linked immunosorbent assay). Se trata de una técnica de
laboratorio que fue disefiada por cientificos suecos y holandeses en 1971, son
ensayos basados en placas que contienen anticuerpos o antigenos para detectar
y cuantificar sustancias tales como péptidos, proteinas, anticuerpos y hormonas.
En un ELISA, un antigeno debe ser inmovilizado a una superficie sélida y luego un
complejo con un anticuerpo que esta unido a una enzima. La deteccion se lleva a
cabo mediante la evaluacion de la actividad de la enzima conjugada a través de la
incubacion con un sustrato para producir un producto medible. El elemento mas

importante de la estrategia de deteccion es una interaccion altamente especifica
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antigeno-anticuerpo (Thermo Scientific, 2014). Este método utilizamos para la

determinacion de interleucinas en el suero de ratones expuestos a endosulfan.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El endosulfan es un insecticida érgano clorado que se utiliza ampliamente en la
agricultura en México y que representa un riesgo para la salud de organismos no
blanco. Existen estudios que reportan su efecto inmunotéxico, induccion de TNF-a
e IL-6 in vitro y otros que relacionan el uso de endosufan con el incremento en la
incidencia de cancer. Asimismo, los datos de nuestro laboratorio muestran
alteracion de parametros inmunolégicos como linfoproliferacién, actividad
fagocitica y citolitica de NCC en tilapia expuesta a endosulfan in vivo, lo que

puede facilitar el desarrollo de tumores.

A pesar de esto, se desconoce el efecto del endosulfan en exposicion crénica en
concentraciones bajas sobre sintesis de intrerleucinas in vivo, asi como en el
desarrollo de cancer en mamiferos. Por lo que, el presente trabajo propone
determinar los niveles de interleucinas pro y antiinflamatorias séricas en ratones
BALB/C con administracion de dosis subletal de este plaguicida, asi como valorar
su efecto en la evolucion de céancer de colon murino inducido con 1,2-

dimetilhidrazina por los cambios histopatologicos en colon.
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HIPOTESIS

La exposicion cronica a dosis subletal de endosulfan acelera el desarrollo de
cancer de colon murino inducido con DMH a través de aumento en produccion de
interleucinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a y disminucion de interleucina

anti-inflamatoria 1L-10.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la exposicion cronica a dosis subletal de endosulfan sobre la
expresion de citocinas séricas IL-6, IL-10 y TNF-a y cambios histopatolégicos en

un modelo murino de cancer de colon.

Objetivos particulares

1. Inducir el cancer de colon en ratones BALB/C con DMH
2. Valorar cambios histopatologicos en colon de ratones en estudio.
3. Cuantificar los niveles séricos de citocinas IL-6, IL-10 y TNF-a en

ratones BALB/C expuestos y no expuestos a endosulfan y DMH.
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4. Disefio experimental

Tipo de estudio

Experimental

Universo de Estudio

Ratones hembras y machos de la cepa BALB/C con un peso aproximado de 20g.

Variables
Independientes
Thiodan (endosulfan comercial)
1,2- dimetilhidrazina
Dependientes

Cambios en cortes histolégicos de colon (grado de inflamacion y aparicion
de criptas aberrantes)

Niveles séricos de interleucinas IL-6, IL-10 y TNF-alfa
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Diagrama de diseno experimental
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MATERIALES Y METODOS

Animales experimentales

Los ratones hembras y machos de la cepa BALB/C con un peso aproximado de
20g, fueron alojados en cajas de policarbonato con temperatura controlada de 22
a 24 °C y fotoperiodos de luz-oscuridad de 12 horas; alimentados con una dieta
balanceada para roedores (Purina-México) y agua a consumo voluntario (ad
libitum) en condiciones de bioterio del Departamento de Biologia Celular vy
Molecular del Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias
(CUCBA).

Aspectos éticos

Los animales fueron manipulados de acuerdo a la guia y cuidado de los animales
experimentales y a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 publicada por
la Secretaria de Agricultura, Ganaderia Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion en

el Diario Oficial del Gobierno Mexicano.

Preparacion y administracion de 1,2-dimetilhidrazina (DMH)

El DMH (Sigma) se disolvi6 en solucion estérii de EDTA (&cido
etilendiaminotetracético) 1mM ajustando a un pH de 6.5 con hidréxido de sodio. El
DMH se preparo calculando 20mg/kg del peso del raton inmediatamente antes de
ser administrado y se ajusto a la concentracién deseada. La inyeccion subcutanea
se realizo en la parte ventral del animal utilizando una jeringa de insulina con un

volumen constante de 200pL.
Para el manejo del DMH, se reviso la hoja de seguridad, se utiliz6 la medida de

precaucion (guantes, cubre bocas y bata) y se realizd la administracién del

cancerigeno a los ratones en campana de extraccion.
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La dosis de DMH 20mg/Kg fue seleccionado segun estudio realizado en el
Departamento de Biologia Celular y Molecular, CUCBA en ratones BALB/C
(Cazares A., 2010).

Preparacion y administraciéon de endosulfan

El Thiodan (endosulfan comercial) se disolvié en el vehiculo (aceite de olivo) se
prepardé inmediatamente antes de ser administrado y se ajusté a la concentracion
deseada. Fue administrado via oral ad gavage (a la fuerza) con jeringa de insulina

y aguja adaptada para su aplicacion.

Para el manejo del endosulfan (EDN), se reviso la hoja de seguridad, se utilizo la
medida de precaucién (guantes, cubre bocas y bata) y se realiz6 la administracion
del plaguicida en campana de extraccion. Para la neutralizacién de endosulfan
sobrante se utilizé la siguiente manipulacion antes de desecharlo: Se inactivo el
endosulfan con el hidroxido de sodio al 5 por ciento, dejandolo remojar por 2-3

horas en un lugar abierto. Posteriormente fue enjuagado con agua abundante.

Calculo de preparacion de endosulfan

1L de Thiodan, contiene 33.25% de endosulfan

1mL de Thiodan = 1.0815g (peso neto de preparacion de plaguicida)
1.0815g x 33.25% = 0.359g (peso neto de endosulfan puro en 1mL)
1mL = 0.359¢g = 359mg de endosulfan

Preparacion de stock
10pL (Thiodan) + 990uL (aceite de olivo) = 1mL de stock
10pL de stock = 35ug de endosulfan

Dosis administrada

2mg de endosulfan por 1kg del peso de ratén es igual que 2000 pg/1000g

Para un ratén con el peso de 20 g la dosis de endosulfan es 40 ug equivalente a
11.4 pL de stock.

11pL stock + 89uL aceite de olivo por raton = 100uL de preparacion para
administracion oral (cambia un poco segun el peso del ratén).
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El calculo de dosis subletal administrada fue basado en el estudio previo de DLso
de endosulfan realizado en el Laboratorio de Inmunobiologia del Departamento de
Biologia Celular y Molecular del CUCBA, el resultado del andlisis PROBIT en la
determinacion de la DLso oral de endosulfan fue de 11.5 mg/kg en machos y de
8 mg/Kg en hembras (Mendoza et al. 2010). A partir de este dato se determiné la

dosis subletal a utilizar durante el experimento de 2 mg/Kg para ambos sexos.

Formacion de grupos experimentales

Grupo control

Grupo control fue de ratones hembras y machos homogéneos en talla y peso, a
los cuales fue aplicado semanalmente solo el vehiculo (aceite de olivo) por via oral

durante 24 semanas. Fueron sacrificados periodicamente (semanas 1, 7, 24 y 30).

Grupo con DMH

Grupo experimental de ratones hembras y machos homogéneos en talla y peso,
recibieron una inyeccion subcutanea semanal de DMH durante 24 semanas
calculando dosis subletal de 20mg/kg de peso corporal. Fueron sacrificados

periodicamente (semanas 7, 12, 24, 30 y 41).

Grupo con endosulfan

Grupo experimental de ratones BALB/C hembras y machos homogéneos en talla y
peso fueron tratados con Thiodan (endosulfan comercial) con dosis subletal de
2mg/kg diluido en aceite de olivo, fue administrado semanal en ratones de ambos

sexos via oral ad gavage durante 24 semanas. Fueron sacrificados
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periodicamente (semanas 1, 5, 7, 12, 24, 30, 35 y 41). Un raton hembra fue

observado y sacrificado hasta semana 52.

Grupo con endosulfan y DMH

Grupo experimental de ratones BALB/C, homogéneos en talla y peso, fue tratado
con dosis de 2mg/kg de endosulfan diluido en aceite de olivo, cual fue
administrado semanal en ratones de ambos sexos via oral ad gavage durante 24
semanas, ademas estos ratones recibieron a la par una inyeccion subcutanea
semanal de DMH también durante 24 semanas con la dosis de 20mg/kg de peso

corporal. Fueron sacrificados periodicamente (semanas 1, 5, 7, 12, 24, 30 y 41).

El comportamiento de todos los ratones de los cuatro grupos fue observado
diariamente. Fueron sacrificados con 0.1 ml de pentobarbital subcutaneo
procurando dos ratones de cada grupo experimental con periodicidad descrita

anteriormente para cada grupo.

Toma de muestra (sangre y tejido)

Previo al proceso de toma de muestras, los ratones fueron profundamente
anestesiados con 0.1 ml pentobarbital (Arandalab) inyectado (dosis aproximada
de 50 mg/Kg de peso corporal), lo que los llevaba en unos minutos a la muerte.
Inmediatamente se les realizd una toracotomia amplia para exponer el corazon
para la toma de sangre directamente al corazén con jeringa de insulina quitando
la aguja cada vez que se depositaba la sangre en un vial. Después la sangre fue
centrifugada a 1500 rpm durante 15 minutos para extraer el suero y congelarlo
hasta el dia de la determinacion de interleucinas. Luego de la toma de sangre se
realizd la diseccion abdominal para retirar el colon distal de 1 centimetro
aproximadamente y colocarlo inmediatamente en un frasco con formol al 10% con
finalidad de su posterior procedimiento histoldgico. En algunos ratones no fue

posible extraer la sangre suficiente para tener muestra de suero para ELISA.
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Procesamiento de ELISA

Se realizaron las determinaciones de interleucinas de acuerdo a las instrucciones
del inserto de cada kit de ELISA de la marca ABCAM.

- Para IL-10: IL-10 Mouse ELISA Kit, numero de catalogo: ab100697, Lot:
GR65579-4.

- Para IL-6: IL-6 Mouse ELISA Kit, numero de catalogo: ab100712. Lot: 62462-1.

- Para TNF-a: TNF alpha Mouse ELISA Kit, numero de catalogo: ab100747, Lot:
GR69625-1.

Para el analisis de datos de niveles séricos de interleucinas primero se trazo la
curva estandar correspondiente a cada kit de ELISA con las concentraciones
estandar en el eje de abscisas y la absorbancia en el eje de ordenadas, después
se despejo la ecuacion que dio la posibilidad de calcular las concentraciones de
interleucinas en cada muestra tomando los datos de lector de ELISA con

absorbancias determinadas como densidad Optica.

Procesamiento de los tejidos

Fijacion

Los tejidos del colon se fijaron y se incluyeron con base en la técnica de Prophet
et al. 1995. Las fracciones del tejido fueron fijadas en formaldehido al 10 por

ciento. El tiempo de fijacion fue de 24 horas a temperatura ambiente en frascos

herméticos de vidrio.

Inclusion en parafina

Se inici6 con la deshidratacion de los fragmentos de tejidos en etanol con
degradacion creciente (70,80, 90 y 95 por ciento) y posteriormente dos cambios de
etanol absoluto. Una vez deshidratados los tejidos, se aclararon mediante pasos
sucesivos en xilol (Baker) para extraer el agente deshidratante. Las muestras

fueron sumergidas en sus moldes de metal con parafina que estaban colocados
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en una estufa a temperatura de 45°C. En seguida, antes de que se enfriara por

completo se colocaron en bloques de parafina.
Cortes

Los cortes de los bloques de parafina con el tejido fueron realizados en microtomo
(MICROM, HM315) de 5um de espesor; se extendié el tejido con bafio de fijacion

con alcohol al 50 por ciento y se hizo su seleccién en los porta objetos.

Tincion de los tejidos con hematoxilina-eosina

Los porta objetos se colocaron en cestas de tincion, se desparafinaron en una
estufa a 55°C durante 20 minutos y se sumergieron en xilol durante 10 minutos
dos veces. Posteriormente las muestras se rehidrataron con concentraciones
decrecientes de etanol y tifieron con hematoxilina y eosina sucesivamente,
enseguida se trataron con concentraciones crecientes de etanol hasta el montaje

como se muestra a continuacion (figura 7).

Las placas montadas fueron examinadas en el microscopio en el Laboratorio de
Inmunobiologia del Departamento de Biologia Celular y Molecular del CUCBA y
en la unidad de Patologia del Hospital Civil Nuevo de Guadalajara “Dr. Juan I.

Menchaca”.
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Figura 7. Esquema del procesamiento histolégico
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RESULTADOS

Induccién de cancer de colon (CC) con DMH en ratones BALB/C

En un estudio preliminar en las condiciones del bioterio del Departamento de
Biologia Celular y Molecular se estandarizé el modelo de induccién quimica de CC
y se establecieron los tiempos de sacrificio de los ratones (Cazares A., 2010;

Irecta C., 2013), en los cuales se bas6 nuestro estudio.

El estudio histopatoldgico de todos los grupos de estudio fue avalado por el Jefe
de Patologia del Hospital Civil Nuevo de Guadalajara “Dr. Juan |. Menchaca”, el

Dr. en C. Ramon Antonio Franco Topete.

Los cambios histologicos se evaluaron en las semanas 7, 12, 24, 30 y 41 como se
muestra en la figura 8. En la semana 7 se observa inflamacion leve, en la semana
12 observamos inflamacién cronica agudizada. Se confirmé que el DMH induce
lesiones preneoplasicas como criptas aberrantes en la semana 24 desde el inicio
de administracion de este cancerigeno, adenocarcinoma in situ en la semana 30 y

cancer de colon en la semana 41.
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Figura 8. Microfotografia representativa de colon de ratén sano tefiido con Hy E
10X (A) y cambios histopatolégicos en cortes de colon distal de ratones BALB/C
tratados con DMH a 20mg/kg de peso corporal: B) En la semana 7 se observa
inflamacién leve, discreta deplecién mucosecretora (<»), absceso criptico (-7 )10X:;
C) En la semana 12 observamos inflamacion crénica agudizada, edema notable
deplecién mucosecretora ( ﬂ)lOX; D) En la semana 24 aparecen criptas aberrantes
('\), franca deplecion muco secretora 4X; E) Semana 30, presenta carcinoma in situ
(N ) datos de displasia y numerosos agregados linfoides 10X; F) En la semana 41
se observa un adenocarcinoma bien diferenciado de la mucosa del colon que
corresponde a una lesion tipica de cancer de colon (/') 4X.

Evaluacion de cambios histolégicos en colon distal de ratones
expuestos a endosulfan

Con finalidad de evaluar el efecto de endosulfan en el desarrollo de cancer
inducido con DMH, en un grupo de ratones administramos el plaguicida a la par
con este cancerigeno. El otro grupo de ratones fue expuesto solo a endosulfan. A
continuacion describimos los cambios que observamos desde primera hasta 41

semanas de experimentacion.

Semana 1l

En la figura 9 se observan los cambios arquitecténicos en criptas como nudcleos
hipercromados y disminucion de luz en todos los grupos experimentales, que
caracteriza una inflamacion leve. No se encontré diferencias entre grupos END y
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END+DMH, ni entre géneros. Los tejidos de colon de ratones control presentaron

una mucosa con arquitecturas tipica, presencia de criptas y tejido colectivo normal
(fig. 9).

Figura 9. Microfotografias 40X de colon distal de ratones, tincion H 'y E: A) raton
sano y en grupos experimentales de primera semana de tratamiento, se observa
inflamacion leve B) Hembra END+DMH; C) Macho END; D) Hembra END.

No se observé el cambio en el comportamiento de ratones en todos los grupos en
la primera semana de tratamiento con xenobioticos. Macroscopicamente se notd

un leve edema de colon en grupo de endosulfan y DMH.
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Semanab

En los cortes colon hiperedematoso se observo infiltracion linfocitaria con células
plasmaticas, pérdida de mucosidad y alteracion de nucleos. No se observo
diferencia entre END y END+DMH, ni entre géneros (fig. 10).

Figura 10. Microfotografias 40X de colon distal de ratones, tincion H y E, quinta
semana de tratamiento: A) Hembra END+DMH; B) Macho END+DMH; C) Hembra
endosulfan; D) Macho grupo END.

Tampoco se observé algun cambio en el comportamiento de ratones en todos los
grupos en la quinta semana de tratamiento con xenobioticos. Macroscopicamente

se noté un edema moderado de colon en grupo de endosulfan.
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Semana 7

En los cortes se observé un aumento del espacio intersticial entre las criptas en
todos los grupos experimentales, que caracteriza el incremento del edema tisular.
En caso del corte de colon de hembra tratada con endosulfan se nota infiltracion

linfocitaria ( ‘) mas que en los otros grupos (fig.11).

Figura 11. Microfotografias 40X de colon distal de ratones, tincién H y E, séptima
semana de tratamiento: A) Hembra END+DMH; B) Macho END+DMH; C) Hembra
END; D) Macho del grupo END.

En ratones del grupo END en ambos sexos se observé en la semana 7 de
exposicion al plaguicida la presencia periédica de heces no solidos con un poco
de moco. En necropsia fue notable el aumento de didmetro de colon por

edematoso e hipervascularizado en los mismos ratones.

37



Semana 12

Se observa infiltracién linfocitaria exacerbada (“) y apariciébn de criptas
aberrantes ( o) en todos los grupos experimentales, pero con mayor notificacién

en grupos de END+DMH comparado con grupos de END (fig.12).

Figura 12. Microfotografias 10X de colon distal de ratones, tincion Hy E, semana 12
de tratamiento: A) Hembra END+DMH; B) Macho END+DMH; C) Hembra END; D)
Macho END.

En la semana 12 los ratones del grupo END + DMH de ambos sexos presentaron
en mayor grado que los ratones del grupo END diarreas con moco. En necropsia
fue bastante notable el aumento de didmetro de colon por edematoso e

hipervascularizado en los mismos ratones.
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En cortes con aumento 40X de colon distal de ratones hembras en la semana 12
se muestra mas notable la infiltracion por células plasmaticas que en grupos de los
machos, mayor infiltracion linfocitaria ( \;_,) en grupo de hembra END+DMH que

en hembra con solo endosulfan (fig. 13).

Figura 13. Microfotografias 40X de colon distal de ratones, tincion Hy E, semana 12
de tratamiento 40X: A) Hembra END+DMH; B) Macho END+DMH; C) Hembra END;
D) Macho END.
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Semana 24

En cortes histoldgicos de todos los grupos experimentales se observa infiltracién
linfocitaria exacerbada (%), pérdida de arquitectura y multiples focos de criptas
aberrantes (). En corte de colon de raton hembra tratada s6lo con endosulfan
se observan numerosos eritrocitos en espacio extravasal. Mientras que en corte
de colon de raton hembra del grupo END+DMH se nota mayor pérdida de

arquitectura que en los demas grupos (fig. 14, D).

Figura 14. Microfotografias de colon distal de ratones, tincién Hy E, semana 24 de
tratamiento: A) Hembra END 10X; B) Hembra END 40X; C) Macho END 40X; D)
Hembra END+DMH 40X.

En la semana 24 de exposicion a xenobibticos se observd la sangre en heces
fecales de ratones de ambos sexos del grupo END+DMH y en hembras del grupo
tratado solo con endosulfan. Debido a que por un accidente fue roto el frasco con
muestra de colon de ratébn macho del grupo END+DMH, no se pudo presentar el

corte.
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Semana 30

En el corte de colon distal de raton hembra tratada solo con endosulfan se observa
colitis ulcerativa crénica: notable infiltracion linfocitaria ( &= ) de células
plasmaticas, severa deplecion mucosecretora, ntcleos hipercromaticos ( y ),
agrandamiento nuclear; desprendimiento del epitelio leve ( =) y notable
congestion vascular (fig. 15).

Figura 15. Microfotografias de colon distal de ratbn hembra del grupo EDN,
semana 30 post exposicion, tincion Hy E: A) Corte con aumento 10X; B) Corte con
aumento 40X.

En colon de raton macho del grupo EDN+DMH se observa notable hiperplasia
linfoide (fig. 16, A) e infiltracién de leucocitos polimorfonucleares en la mucosa y
en tejido muscular ( ¢ ); desprendimiento de epitelio con numerosas criptas
aberrantes ( \ ), inflamacién crénica y aguda (fig.16, B).

Figura 16. Microfotografias de colon distal de raton macho del grupo EDN+DMH,
semana 30 post exposicion, tincién Hy E: A) Corte con aumento 10X; B) Corte con
aumento 40X.
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En la semana 30 post exposicion a los xenobioticos los ratones de ambos grupos
experimentales muestran dificultad al momento de defecar, hay sangre en su
excremento. Ratdon hembra del grupo END ademas presenta hepatomegalia y
exacerbada esplenomegalia (el bazo casi rodea los intestinos como un cinturén).
Los intestinos son tan inflamados que al momento de abrir el abdomen salen como
globos inflados. Este ratdbn no muestra interés ni al alimento ni a sus compaferas

de jaula, mayor tiempo esta inmovilizado.

Ratones machos de los grupos experimentales de END y END+DMH fallecieron
en semanas 30-35 antes de ser sacrificados, por lo que no hay datos sobre

cambios histopatolégicos de su colon.
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Semana 35

En corte de colon de raton hembra tratado con solo endosulfan se observa
hiperplasia linfoide en acumulos densos en la mucosa y submucosal, foliculos
linfoides ( \ ) con centros germinales muy activos (fig. 17, A), acompafada de
infiltrado periférico a estos agregados de leucocitos polimorfosnucleares que
llegan a infiltrar la capa muscular (<) (fig. 17, B). Ademas de una exagerada
inflamacion crénica y aguda por presencia de muchos polimorfonucleres y células

plasmaticas (fig. 19, C).

Figura 17. Microfotografias de colon distal de ratén hembra del grupo END, semana
35 post exposicion, tincién Hy E: A) Corte con aumento 10X; B) Corte con aumento
40X; C) Corte con aumento 100X.
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Semana 41

En cortes histologicos de ratén hembra del grupo END+ DMH en la figura 18, A se
observa exacerbada hiperplasia linfoide ( ~) con multiples agregados densos de
linfocitos en la submucosa y parte de la mucosa, poliposis ( &). La figura 18, B
demuestra una completa trasformacion del tejido colonico, metaplasia severa sin
llegar a neoplasia, asi como moderada atipia regenerativa en el epitelio columnar
del fondo de las criptas (agrandamiento nuclear y hipercromasia sin pérdida de la

polaridad) y unos leucocitos polimorfos nucleares en el borde del infiltrado.

Figura 18. Microfotografias de colon distal de ratdn hembra del grupo END+ DMH,
semana 41 post exposicion, tinciéon Hy E: A) Corte con aumento 10X; B) Corte con
aumento 40X.
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En cortes histologicos de ratébn hembra del grupo END con 41 semanas post
exposicion en la figura 19, A se observan mdltiples focos preneoplasicos y
displasicos, exacerbada congestion vascular ( «+—); cambios regenerativos con
mitosis y trastornos de arquitectura de criptas concriterios de displasia como

glandulas “espalda con espalda” ((=)) en la figura 19, B.

Figura 19. Microfotografias de colon distal de ratén hembra del grupo END, semana
41 post exposicion, tincion Hy E: A) Corte con aumento 10X; B) Corte con aumento
40X.
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Datos adicionales

Aunque nuestro objetivo fue realizar solo cortes de colon distal y no
contemplamos procesar los demas érganos, hicimos cortes histolégicos del bazo e
higado de ratones hembra del grupo END en las semanas 30 y 52 post exposicion
debido a un cambio notable macroscopico en ellos al momento de extraccion de
colon. Encontramos en 30 semanas el bazo (figura 20, B y C) e higado (figura 21,
B y C) con la infiltracion linfoproliferativa neoplasica difusa que corresponde a
leucemia, aunque para confirmar este diagndstico seria conveniente
complementar el estudio de estos cortes con el analisis inmunohistoquimico con
marcadores de leucemia y con los datos de medula ésea. En apartado A de las
figuras 20 y 21 se observan cortes de bazo e higado respectivamente de raton

sano.

Figura 20. Microfotografias de bazo de raton, tincién E'y H. A) Macho control 10X; B)
Hembra END semana 30 post exposiciéon 10X; C) Hembra END semana 30 post
exposiciéon 40X.
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Figura 21. Microfotografias de higado de ratén, tincién E y H. A) Macho control 40X;
B) Hembra END semana 30 post exposicién 10X; D) Hembra END semana 30 post
exposiciéon 40X.

En la figura 22 se observa una infiltracién neoplasica linfoproliferativa solida con

células grandes inmaduras, mitosis atipica que corresponde a linfoma no Hodgkin.

Figura 22. Microfotografias de higado de ratén hembra END semana 52 post
exposicién con linfoma no Hodgkin: A) aumento 10X y B) aumento 40X.

47



Determinacion de los niveles séricos de IL-6, IL-10 Y TNF-a en

grupos ratones BALB/C expuestos a endosulfan y DMH

Con la finalidad de estudiar los parametros inmunolégicos que estan relacionados
con el desarrollo de cancer se midieron las concentraciones de interleucinas IL-6,
IL-10 y TNFa en sueros de los ratones en estudio.

En la figura 23 se observan niveles bajos de IL-6 en grupo control, notable
incremento de IL-6 en las semanas 5, 24 y 52 del grupo END, un aumento de esta

interleucina proinflamatoria en semanas 30 y 41 del grupo END+DMH.
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Figura 23. Niveles séricos de IL-6 en semanas 1, 5, 7, 24, 30, 41, y 52 de post
exposicion en ratones de grupos END y END+DMH.
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En la figura 24 se observa niveles bajos de IL-10 en grupo control, notable
incremento de IL-10 en las semanas 30, 41 y 52 del grupo END, un aumento de

esta interleucina proinflamatoria en semanas 1 y 30 del grupo END+DMH.
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Figura 24. Niveles séricos de IL-10 en semanas 1, 5, 7, 24, 30,41, y 52 de post
exposiciéon en ratones de grupos END y END+DMH.
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En la figura 25 se observa la dindmica del aumento de TNF-a en ambos

grupos END y END+DMH en semanas 30, 41 y 52, mas notable en grupo END.
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Figura 25. Niveles séricos de TNF-alfa en semanas 1, 4, 7, 12, 24, 30, 41, y 52 de post
exposicién en ratones de grupos END y END+DMH

Debido a grupos experimentales reducidos y a que no en todos los ratones
sacrificados pudimos obtener suficiente cantidad de suero para determinar las
tres interleucinas contempladas, fue imposible realizar el analisis estadistico, por
lo que consideramos este trabajo como un estudio piloto con valor predictivo en
la dinamica de produccion de interleucinas en exposicion crénica a endosulfan in

Vivo.
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DISCUSION

En estudios previos del laboratorio de Inmunobiologia del Departamento de
Biologia Celular y Molecular del CUCBA se demostr6 el efecto inmunotéxico de
endosulfan en tilapia (Téllez-Bafuelos et al. 2009-2011). Con finalidad de poder
transpolar estos datos a humano, se decidio realizar un estudio del efecto de este
plaguicida en mamiferos usando un modelo murino de cancer de colon ya

establecido en el Departamento.

La exposicion al cancerigeno DMH y a endosulfan fue realizada simultaneamente
durante 24 semanas, aunque la observacion de los ratones y sacrificio peridédico
continto hasta 41 semanas, con la excepcion de un ratén del grupo END, el cual

fue observado y sacrificado hasta 52 semanas.

Como primer objetivo fue la induccién de cancer de colon con DMH, lo que se
confirmd con los estudios histopatolégicos que permitieron describir las lesiones
tisulares. En ratones expuestos solo a DMH se observo la aparicién de elementos
precancerigenos como criptas aberrantes en 24 semanas, adenocarcinoma in situ
a la semana 30 y cancer de colon a la semana 41(figura 8 D, E y F), lo que

coincide con los estudios de Cazares, 2010 e Irecta, 2013.

En el segundo objetivo describimos cambios histopatolégicos en cortes de colon
distal del grupo tratado solo con endosulfan (END) y el grupo tratado con
plaguicida y el cancerigeno a la par (END+DMH). En la semana 1y 5 se not6 la
aparicion de signos de inflamacion aguda de leve a moderada, aunque no se
encontré diferencias entre grupos END y END+DMH, ni entre los géneros (figura 9
y 10). En la semana 12 se observo la inflamacion cronica de moderada a severa 'y
aparicion de algunas criptas aberrantes en todos los grupos experimentales, pero
con mayor intensidad en grupos de END+DMH comparado con grupos de END,
asi como con mayor dafio en hembras que en machos (figura 12). En la semana

24 en cortes histologicos de todos los grupos experimentales se observaron
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multiples focos de criptas aberrantes como lesiones preneoplasicas, mas notables
en corte de colon de raton hembra del grupo END+DMH (figura 14). En la semana
30 en el corte de colon distal de ratdbn hembra tratada solo con endosulfan se
observo colitis ulcerativa crénica severa, cuando el corte de colon de ratbn macho
del grupo EDN+DMH mostré signos de inflamacion crénica y aguda asi como
numerosas criptas aberrantes pero sin hallazgo de adenocarcinoma, al igual que
en la semana 41 donde se observé completa trasformacién del tejido colénico con
pseudopoliposis y una metaplasia severa que no llegé a neoplasia en hembra
tratada con END+ DMH. En hembra tratada solo con endosulfan a la semana 41
tampoco se observaron signos de cancer, aunque se notan multiples focos

pleneoplasicos y displasicos (figura 19).

El hecho de que la exposicidon cronica a endosulfan afecté mas a los ratones
hembras que a los machos se debe a la propiedad xenoestrogenica de este
plagicida. Los compuestos estrogeno activos como lo son las plaguicidas 6rgano
clorados son disruptores endocrinoldgicos y tienen efecto nocivo sobre el sistema
inmune (Narita et al. 2007). Las células inmunocompetentes poseen receptores
para estrogenos, los estudios in vitro demuestran mayor densidad de receptores
estrogénicos en células de hembras en comparacién con los de machos y
capacidad de 6rgano clorados unirse a estos receptores (Lemaire G. et al. 2006).
Estos datos estan acorde con nuestro previo estudio donde se determind la DLso
de endosulfan, la que fue casi cuatro veces menor para las hembras que para los
machos de ratones BALB/C (Mendoza et al. 2010).

Segun nuestro conocimiento, el presente estudio es el primero que investigo el
efecto de endosulfan en un modelo murino de cancer de colon experimental.
Nuestro hallazgo aporta que este plaguicida provoca la inflamacion severa de
colon y acelera la aparicion de elementos preneoplasicos (criptas aberrantes) en
ratones tratados con DMH y endosulfan a las 12 semanas comparado con 24
semanas del grupo con solo DMH (figura 8 y 12), asi como elementos
probablemente de leucemia linfoblastica a las 30 semanas y de linfoma no

Hodgkin a las 52 semanas en ratones tratados con endosulfan, este hallazgo es
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congruente con el reporte de Ross et al. (2003) sobre el desarrollo de linfomas en
la poblacion expuesta a pesticidas y datos de Bedor et al. (2010) sobre el potencial
cancerigeno de endosulfan. Aunque Howsam et al. (2004) relacionan la exposicion
a los plaguicidas 6rgano clorados, como lo es endosulfan, con el riesgo de cancer
de colon y observamos pseudopoliposis y metaplasia severa en colon de ratones
del grupo END+DMH a semana 41, no se encontrd el cancer en cortes colonicos
de ratones expuestos a solo endosulfan hasta el término de nuestra

experimentacion (figura 18 y 19).

Sugerimos que la exposicibn a endosulfan permitié contrarrestar el efecto
cancerigeno de DMH en lugar de facilitar el desarrollo de cancer de colon en este
modelo debido a su efecto antiapoptotico en células epiteliales (Antherieu S. et al.
2007), por su efecto xenoestrogénico y activacion inespecifica de linfocitos Tc
(Wang et al. 2008), ademéas de su efecto proinflamatorio que observamos al
realizar el tercer objetivo, esto es, la determinacion de IL-6, TNF-a e IL-10 en
sueros de los ratones en experimentacion. Encontramos en la semana 5 y 24 un
incremento de niveles séricos de IL-6 en suero de ratones BALB/C en grupo END
relacionado con el inicio de inflamacion e infiltracién linfocitaria notable en cortes
de col6n, asi como en la semana 30 en grupo de DMH+END relacionado con
numerosos elementos precancerigenos (figura 15). Lo que coincide con los
estudios in vitro de Han et al. (2007) y Reyes-Garcia et al. (2009) sobre el
incremento de sintesis de IL-6 y el efecto proinflamatorio de endosulfan debido a
su mecanismo de accion por inhibir al receptor de GABA; Mendu et al. (2012)
confirmo la presencia del sistema GABAergico en linfocitos de mamiferos. Se sabe
qgue pacientes con CCR tienen niveles elevados de IL-6 en suero y que estas
concentraciones se correlacionan con un incremento de esta citocina en los tejidos
tumorales. La IL-6 juega un papel importante en la supervivencia de las células
transformadas, ya que promueve la angiogénesis induciendo la expresion de
VEGF.

En el comportamiento de los niveles de IL-10 en ratones del grupo END se

observa casi “efecto espejo” en relacion con los niveles de IL-6 (figura 23 y 24),

53



probablemente debido al efecto marginado de IL-10 para la produccion de IL-6.
En los ratones del grupo DMH+END se observo en figura 26 el aumento de IL-10
sérica en semanas 30 y 41, lo que puede estar relacionado con aparicién la
células B neoplasicas de linfoma, las cuales segun Gastl et al. (1993) producen

grandes cantidades de IL-10 para disminuir la respuesta inmune antitumoral.

Encontramos niveles elevados de TNF-a en suero de ratones BALB/C en ambos
grupos END y END+DMH a partir de la semana 30 (figura 25). Existen numerosos
reportes que respaldan un incremento de citocinas pro-inflamatorias en el cancer,
Han et al. (2007) proponen a la inflamaciéon crénica como un marcador y
condicion que predispone a la formacién de cancer. También se ha reportado
incremento en la produccién de TNFa en cancer de colon (CC), donde la mayor
fuente celular de esta citocina son los macréfagos y neutréfilos. El modelo de
induccién de CC con DMH conlleva a un infiltrado inflamatorio severo y con ello
encontramos un aumento en los niveles de TNFa en suero en el grupo de
DMH+END ya en etapa de aparicion de elementos numerosos metaplasicos. La
inflamacion dafia al tejido colonico estimulando la reparacion del mismo a traves
de replicacion epitelial elevada, lo que incrementa la tasa de mutaciones que
pueden trascender a condiciones de céancer. Un ejemplo de ello es la
predisposicién que los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal cronica y
enfermedad de Crohn tienen para desarrollar CC.

El efecto proinflamatorio de endosulfan también se evidencia por incrementar las
moléculas involucradas en este proceso, en un trabajo reciente reportamos la
sobreexpresién de P-selectina en colon distal de ratones desde primer mes de
exposicién a 2mg/kg de este plaguicida en hembras y desde segundo mes en
machos; la expresion de -catenina se aumentd en estos ratones desde aparicion
de numerosas criptas aberrantes en seis meses de exposicidn (Zaitseva et
al.2014). Aunque en nuestro modelo de cancer de colon inducido con DMH y con
la exposicion crénica a dosis subletal de endosulfan no observamos durante 41

semana cancer de colon como tal, pero si encontramos numerosos elementos
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precancerigenos en los ratones expuestos a este plagicida, lo que puede
probablemente llevar al cdncer con mas tiempo de observacion. Esta suposicion
se confirma con nuestro hallazgo de elementos linfoproliferativos neoplasicos
como linfoma no Hodgkin en un raton de 52 semanas de post exposicion a
endosulfan. Este plaguicida altera severamente la salud de mamiferos, por lo tanto
deben prohibir su uso en México, como ya lo han hecho en Comunidad Europea y

en Argentina
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CONCLUSIONES

La exposicion cronica por 24 semanas de ratones BALB/C a dosis subletal

(2mg/kg) de plaguicida 6rgano clorado endosulfan induce:

- la inflamacién severa de colén y aceleracion de aparicion de elementos
preneoplasicos como criptas aberrante (en ratones tratados con endosulfan a las
12 semanas en comparaciéon con 24 semanas del grupo con solo DMH);

- pseudopoliposis y metaplasia severa en colén de ratones del grupo DMH+END

a semana 41;

- mayores alteraciones en colon distal de hembras que en machos, llevando al
desarrollo de colitis ulcerativa y probablemente a la leucemia en 30 semanas de

post exposicion;

- un notable incremento de niveles séricos de interleucinas pro inflamatorias como
IL-6 en 5 semanas y TNF-a en 30 y 41 semanas, asi como un aumento de IL-10

en 30 y 41 semanas de post exposicion en ambos sexos;

- probablemente linfoma no Hodgkin en ratén con 52 semanas de post exposicion.
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